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Scanmikroskop 


Die Erfindung . betrifft ein Scanmikroskop mit einem in einem 
Detektionsstrahlengang angeordneten Detektor zum Empfangen von von 
einer Probe ausgehendem Detektionslicht. 

5 In der Scanmikroskopie wird eine Probe mit einem Lichtstrahl beleuchtet, urn 
das von der Probe emittierte Detektionslicht, als Reflexions- oder 
Fluoreszenzlicht. zu beobachten. Der Fokus eines Beleuchtungslichtstrahles 
wird mit Hilfe einer steuerbaren Strahlablenkeinrichtung. im Allgemeinen durch 
Verkippen zweier Spiegel, in einer Probenebene bewegt, wobei die 

10 Ablenkachsen meist senkrecht aufeinander stehen, so daB ein Spiegel in x-, 
der andere in y-Richtung ablenkt. Die Verkippung der Spiegel wird 
beispielsweise mit Hilfe von Galvanometer-Stellelementen bewerkstelligt. Die 
Leistung des vom Objekt kommenden Detektionslichtes wird In Abhangigkeit 
von der Position des Abtaststrahles gemessen. Oblicherweise werden die 

15 Stellelemente mit Sensoren zur Ermittlung der aktuellen Spiegelstellung 
ausgerustet. 

Speziell in der konfokalen Scanmikroskopie wird ein Objekt mit dem Fokus 
eines Lichtstrahles in drei Dimensionen abgetastet. 

Ein konfokales Rastermikroskop umfasst im Allgemeinen eine Lichtquelle, 
20 eine Fokussieroptik, mit der das Licht der Quelle auf eine Lochblende - die 
sog. Anregungsblende - fokussiert wird, einen Strahlteiler. eine 
Strahlablenkeinrichtung zur Strahlsteuerung, eine Mikroskopoptik, eine 
Detektionsblende und die Detektoren zum Nachweis des Detektions- bzw. 
Fluoreszenzlichtes. Das Beleuchtungslicht wird Uber einen Strahlteiler 
25 eingekoppelt. Das vom Objekt kommende Detektionslicht, das beispielsweise 
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Fluoreszenz- oder Reflexionslicht sein kann, gelangt uber die 
Strahlablenkeinrichtung zuruck zum Strahlteiler, passiert diesen. um 
anschlie&end auf die Detektionsbtende fokussiert zu werden, hinter der sich 
die Detektoren befinden. Diese Detektionsanordnung wird Descan-Anordnung 
5 genannt. Detektionslicht. das nicht direkt aus der Fokusregion stammt, nimmt 
einen anderen Lichtweg und passiert die Detektionsblende nicht, so da(3 man 
eine Punktinformation erhait, die durch sequentielles Abtasten des Objekts mit 
dem Fokus des Beleuchtungslichtstrahles zu einem dreidimensionalen Bild 
fuhrt. Meist wird ein dreidimensionales Bild durch schichtweise 
10 Bilddatennahme erzielt. 

In der konfokalen Scanmikroskopie kann im Falle der Zweiphotonenanregung 
(Oder Mehrphotonenanregung) auf eine Detektionsblende verzichtet werden, 
da die Anregungswahrscheinlichkeit vom Quadrat der Photonendichte und 
damit vom Quadrat der Beleuchtungslichtintensitat abhangt, die naturgemali 
15 im Fokus viel hoher ist als in den Nachbarregionen. Das zu detektierende 
Fluoreszenzlicht stammt daher mit grower Wahrscheinlichkeit zum aller 
grol^ten Teil aus der Fokusregion, was eine weitere Differenzierung von 
Fluoreszenzphotonen aus dem Fokusbereich von Fluoreszenzphotonen aus 
den Nachbarbereichen mit einer Blendenanordnung uberflussig macht. 

20 Insbesondere vor dem Hintergrund einer ohnehin geringen Ausbeute an 
Fluoreszenzphotonen bei Zweiphotonenanregung ist eine Non-Descan- 
Anordnung, bei der das Detektionslicht nicht uber die Strahlablenkeinrichtung 
(Descan-Anordnung) und den Strahlteiler zur Beleuchtungslichteinkopplung 
zum Detektor gelangt, sondern direkt einem Non-Descan-Detektor zugeleitet 
25 wird, interessant, denn im Allgemeinen geht auf diesem Detektionslichtweg 
weniger Licht verloren. Der Non-Descan-Detektor kann kondensorseitig, also 
auf der dem Objektiv abgewandten Seite der Probe angeordnet sein. Es ist 
auch moglich, das objektivseitig von der Probe ausgehende Detektionslicht 
mit Hilfe eines dichroitischen Strahlteilers von dem Beleuchtungsstrahlengang 
30 zu trennen und einem Non-Descan-Detektor zuzufuhren. Anordnungen dieser 
Art sind beispielsweise aus der Veroffentlichung von David. W. Piston et al. 
„Two-photon-excitation fluorecence imaging of three dimensional calcium-ion 




activity", Applied Optics. Vol. 33. No. 4. Feb 1996, und aus Piston et al: „Time- 
Resolved Fluorecence Imaging and Background Rejection by Two-Photon 
Excitation in Laser Scanning Microscopy", SPIE Vol. 1640 bekannt. 

Bel den bekannten Scanmikroskopen wird insbesondere bei Proben, deren 
Detektionslicht sehr leistungsschwach ist, trotz sorgfaltigsten Aufbaus nicht 
der theoretisch mogliche Kontrast der Abbildung erreicht. Dies ist 
insbesondere darauf zuruckzufuhren, dass die Detektoren, insbesondere die 
in Non-Descan-Anordnung eingesetzten Non-Descan-Detektoren, standigem 
Lichteinfall insbesondere an Umbebungslicht ausgesetzt sind. Dies tragt zu 
einem beschleunigendem Alterungsprozess der Detektoren bei und 
verursacht insbesondere ungewollte Dunkel- und Untergrundstrome und ein 
schlechtes Rauschverhalten und die Empfindlichkeit der Detektoren ist 
herabgesetzt. 

Bine vorzeitige Alterung oder sogar eine instantane Beschadigung oder 
Zerstorung von empfindlichen Detektoren wird oft durch zu hohe 
Detektionslichtleistungen verursacht. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Scanmikroskop 
vorzuschlagen, bei dem eine vorzeitige Alterung oder eine Zerstorung der 
Detektoren weitgehend ausgeschlossen ist. 

Diese Aufgabe wird durch ein Scanmikroskop geldst, das dadurch 
gekennzeichnet ist, dass zwischen der Probe und dem Detektor ein optisches 
Verschlussmittel vorgesehen ist, mit dem der Detektionsstrahlengang 
blockierbar ist. 

Die Erfindung hat den Vorteil, dass die empfindlichen Detektoren, 
insbesondere in Non-Descan-Anordnung zuverlassig gegen schadigendes 
und storendes Licht geschutzt sind und die Lebensdauer der Detektoren 
verlangert ist. In ganz besonders vorteilhafter Weise ist die Detektion schwach 
leuchtender Proben auch mit alteren Detektoren bei guter Abbildungsqualitat 
ermoglicht. Insbesondere empfindliche Halbleiterdetektoren, wie Avalache- 
Photodioden. sind bei dem erfindungsgemaRen Scanmikroskop zuverlassig 
vor einer Strahlung mit zu hoher Lichtleistung geschutzt. 
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Das Verschlussmittel kann sowohl zwischen der Probe und einem Non- 
Descan-Detektor, als auch zwischen der Probe und einem Descan-Detektor 
angeordnet sein. 

Vorzugsweise ist ein Steuerungsmittel zur Steuerung des Verschlussmittels 
5 vorgesehen. Das Steuerungsmittel kann vorzugsweise automatisch vor dem 
Beginn eines Scanvorganges den Detektionsstrahlengang durch Offnen des 
Verschlussmittels freigeben und ihn am Ende zum Schutz der Detektoren 
wieder blockieren. Vorzugsweise ist vorgesehen, dass der 
Detektionsstrahlengang automatisch blockierbar ist, wenn die Lichtleistung 

10 des Detektionslichtes eine vorgebbare Schwelle uberschreitet. Hierzu ist ein 
ObenA^achungsmittel vorgesehen, das die Lichtleistung des Detektionslichtes 
misst. und im Falle des Uberschreitens einer Zerstorschwelle ein Signal an 
das Steuerungsmittel bzw. direkt an das Verschlussmittel ubergibt. Das 
Oberwachungsmittel beinhaltet einen vorzugsweise zerstorresistenten 

15 Detektor, der mit aus dem Detektionslichtstrahlengang abgespaltenem 
Detektionslicht beaufschlagt ist. Vorzugsweise ist das abgespaltene 
Detektionslicht raumlich aufgeweitet, um hohe Leistungsdichten. die dem 
Oberwachungsmittel schaden konnten, zu vermeiden. 

In einer bevorzugten Variante extrapoliert das Steuerungsmittel den zeitlichen 
20 Verlauf der Detektionslichtleistung in die Zukunft und blockiert mit dem 
Verschlussmittel den Detektionsstrahlengang, wenn eine uber einer Schwelle 
liegende Detektionslichtleistung zu erwarten ist. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung ist vorgesehen. dass der 
Detektionsstrahlengang automatisch blockierbar ist, wenn der Benutzer den 
25 Objektivrevolver oder ein Strahlteilerfilterrad oder eine andere den 
Beleuchtungsstrahlengang beeinflussende Manipulation vornimmt. Hierdurch 
ist vermieden, dass Streu- und Reflexionslicht, das beispielsweise am sich 
drehenden Objektivrevolver entsteht. zu den Detektoren gelangt. 

Vorzugsweise ist das Verschlussmittel derart ausgefuhrt und beschaltet. dass 
30 bei einem Ausfall des Steuerungsmittels oder der Strom versorgung des 
Scanmikroskops der Detektionsstrahlengang blockiert ist. Diese Ausfuhrung 
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ist besonders sicher. 

Das Verschlussmittel kann einen mechanischen Verschluss Oder ein 
elektrooptisches Element oder ein akustooptisches Element oder ein LCD- 
Element beinhalten. Die elektrisch angesteuerten Verschlussmittel, wie 
5 beispielsweise Akusto-optische-Filter (AOTF; acousto-optical-tunable-filter) 
Oder akustooptische Modulatoren (AOM) oder elektrooptische Modulatoren 
(EOM) Oder LCD-Elemente sind besonders schnell und daher besonders 
effektiv zum Schutz vor zu hoher Detektionslichtleistung. Der Detektor kann 
auch eine Photodiode, insbesondere eine Avalanche-Photodiode, oder ein 
10 CCD-Element, insbesondere ein EMCCD-Element, oder einen Photomultiplier 
Oder ein Photomultiplierarray umfassen. 

Das Scanmikroskop beinhaltet in einer besonderen Ausfuhrungsform einen 
Multibanddetektor, der mehrere fur verschiedene einstellbare 
Detektionswellenlangenbereiche Detektoren beinhaltet. In dieser 
15 Ausfuhrungsform kann das Verschlussmittel zwischen der Probe und dem 
Multibanddetektor oder vor jedem einzelnen Detektor innerhalb des 
Multibanddetektors angeordnet sein. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung ist das Scanmikroskop ein konfokales 
Scanmikroskop. 

20 In der Zeichnung ist der Erfindungsgegenstand schematisch dargestellt und 
wird anhand der Figuren nachfolgend beschrieben, wobei gleich wirkende 
Elemente mit denselben Bezugszeichen versehen sind. Dabei zeigen: 

Fig. 1 ein erfindungsgemaBes Scanmikroskop. 

Fig. 2 ein anderes erfindungsgemalSes Scanmikroskop 

25 Fig. 3 ein weiteres erfindungsgemalles Scanmikroskop. 


Fig. 1 zeigt schematisch ein erfindungsgemalies Scanmikroskop. Der von 
einer Lichtquelle 1, die als Laser 3 ausgefuhrt ist, kommende 
Beleuchtungslichtstrahl 5 wird von der Optik 7 auf die Anregungsblende 9 
30 fokussiert, um anschlieliend vom einem Hauptstrahlteiler 11 zur 
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Strahlablenkeinrichtung 13, die einen kardanisch aufgehangten Spiegel 15 
beinhaltet. reflektiert zu werden. Die Strahlablenkeinrichtung 13 fuhrt den 
Beleuchtungslichtstrahl 5 durch die Scanoptik 17. die Tubusoptik 19. den 
Strahlteiler 21 und das Objektiv 23 uber bzw. durch die Probe 25. Der 
5 Strahlteiler 21 dient bei der Non-Descan-Detektion zur Auskopplung des von 
der Probe ausgehenden Detektionslichtes 27. Der Strahlteiler 21 weist eine 
dichroitische Beschichtung auf, die den Beleuchtungslichtstrahl 5 passieren 
Idsst, das in der Wellenlange verschobene Detektionslicht jedoch zum Non- 
Descan-Detektor 29 reflektiert. Das Detektionslicht 27 gelangt bei Descan- 

10 Detektion uber die Strahlablenkeinrichtung 13 zuruck zum Strahlteiler 11, 
passiert diesen und die Detektionsblende 31 und trifft anschliellend auf den 
Descan-Detektor 33. Zur Descan-Detektion wird der Strahlteiler 21 
vorzugsweise aus dem Detektionsstrahlengang entfernt. Die Beschichtung 
kann jedoch auch so ausgelegt sein, dass Detektionslicht 27. das 

15 beispielsweise durch Zweiphotonenanregung entstand. zum Non-Descan- 
Detektor 29 reflektiert wird und Detektionslicht aus Einphotonenanregung den 
Strahlteiler 21 ungehindert passiert. urn zum Descan-Detektor 33 zu 
gelangen. Vor dem Non-Descan-Detektor 29 ist ein Verschlussmittel 37 und 
vor dem Descan-Detektor 33 ist ein weiteres Verschlussmittel 35 angeordnet. 

20 Die Verschlussmittel 37, 35 sind als akustooptische Filter (AOTF) aufgefuhrt. 
die von einem Steuerungsmittel 39, das als elektronische Schaltung 
ausgefuhrt ist, gesteuert sind. Der Detektionsstrahlengang wird durch das 
Steuerungsmittel automatisch vor dem Beginn eines Scanvorganges 
freigeben und am Ende des Scanvorganges blockiert, Mit einem weiteren 

25 Strahlteiler 41 wird ein kleiner Teil des Detektionslichtes 27 zu einem 
UbenA^achungsmittel 43, das als Photodiode ausgefuhrt Ist, geleitet, das die 
Lichtleistung des Detektionslichtes misst und in Form eines Messsignals an 
das Steuerungsmittel 39 ubergibt. Der Detektionsstrahlengang wird von dem 
Steuerungsmittel 39 automatisch blockiert, wenn die Lichtleistung des 

30 Detektionslichtes eine vorgegebene Schwelle uberschreitet. 

Fig. 2 zeigt ein weiteres erfindungsgemaBes Scanmikroskop, das dem in Fig. 
1 gezeigten Scanmikroskop ahnelt, jedoch mit durchlichtseitiger Non-Descan- 


Detektion. Das Detektionslicht 27 wird von einem Kondensor 45 zu einem 
Detektionslichtstrahl gebundelt und von einem Spiegel 47 zu dem Non- 
Descan-Detektor 29 gelenkt, vor dem sich ein Verschlussmittel 37, das als 
eine von einem Magneten bediente Schranke ausgefuhrt ist, angeordnet ist. 
Das Verschlussmittel 37 ist von einem Steuerungsmittel 39 automatisch 
gesteuert. 

Fig, 3 zeigt schematisch ein weiteres erfindungsgemaUes Scanmikroskop. Der 
von der Lichtquelle 1 emittierte Beleuchtungslichtstrahl 5 beleuchtet durch den 
Strahlteiler 21 und das Objektiv 23 hindurch die Probe 25. Das von der Probe 
25 ausgehende Detektionslicht 27 wird von dem Strahlteiler 21 zu dem 
Detektor 49, der als Avalanche-Photodiode 51 ausgefuhrt ist, gefuhrt. Vor dem 
Detektor 49 ist ein Verschlussmittel 37 positioniert. das von einem 
Steuerungsmittel 39 automatisch gesteuert ist. Das Verschlussmittel 37 
blockiert den Detektionsstrahlengang bevor die Detektionslichtleistung eine 
Zerstorschwelle erreicht und aufXerhalb der Bitdaufnahmezeiten. Im 
Strahlengang des Beleuchtungslichtstrahles 5 Ist zur Sicherheit ein weiteres 
Verschlussmittel 53 vorgesehen. das ebenfalls von dem Steuerungsmittel 39 
bedient ist. 

Die Erfindung wurde in Bezug auf eine besondere Ausfuhrungsform 
beschrieben. Es ist jedoch selbstverstandlich, dass Anderungen und 
Abwandlungen durchgefuhrt werden konnen, ohne dabei den Schutzbereich 
der nachstehenden Anspruche zu verlassen. 
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1 

Lichtquelle 


3 

Laser 

5 

5 

Beleuchtungslichtstrahl 


7 

Optik 


9 

Anregungsbtende 


11 

Hauptstrahfteiler 


13 

Strahlablenkeinrichtung 

10 

15 

Spiegel 


17 

Scanoptik 


19 

Tubusoptik 


21 

Strahlteiler 


23 

Objektiv 

15 

25 

Probe 


27 

Detektionslicht 


29 

Non-Descan-Detektor 


31 

Detektionsblende 


33 

Descan-Detektor 

20 

35 

weiteres Verschlussmittel 


37 

Verschlussmittel 


39 

Steuerungsmittel 


41 

Strahlteiler 


43 

Uberwachungsmittel 

25 

45 

Kondensor 
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47 Spiegel 

49 Detektor 

51 Photodiode 

53 weiteres Verschlussmittel 
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Patentanspruche 


1. Scanmikroskop mit einem in einem Detektionsstrahlengang 
angeordneten Detektor zum Empfangen von von einer Probe ausgehendem 

5 Detektionslicht, dadurch gekennzeichnet, dass zwischen der Probe und dem 
Detektor ein optisches Verschlussmittel vorgesehen ist. mit dem der 
Detektionsstrahlengang blockierbar ist. 

2. Scanmikroskop nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Detektor ein Non-Descan-Detektor ist. 

10 3. Scanmikroskop nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 

der Detektor ein Descan-Detektor ist. 

4. Scanmikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 

gekennzeichnet, dass ein Steuerungsmittel zur Steuerung des 
Verschlussmittels vorgesehen ist. 

15 5. Scanmikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch. 

gekennzeichnet, dass der Detektionsstrahlengang automatisch vor dem 
Beginn eines Scanvorganges freigebbar und am Ende des Scanvorganges 
blockierbar ist. 

6. Scanmikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
20 gekennzeichnet, dass der Detektionsstrahlengang automatisch blockierbar ist, 

wenn die Lichtleistung des Detektionslichtes eine vorgebbare Schwelle 
uberschreitet. 

7. Scanmikroskop nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
ein Uberwachungsmittel vorgesehen ist, das die Lichtleistung des 

25 Detektionslichtes misst. 

8. Scanmikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Verschlussmittel einen mechanischen Verschluss 
Oder ein elektrooptisches Element Oder ein akustooptisches Element Oder ein 
LCD-Element beinhaltet. 


30 
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9. Scanmikroskop nach einem der AnsprQche 1 bis 8. dadurch 
gekennzeichnet. dass der Detektor eine Photodiode, insbesondere eine 
Avalanche-Photodiode. Oder ein CCD-Element, insbesondere ein EMCCD- 
Element, Oder einen Photomultiplier oder ein Photomultiplierarray beinhaltet. 

10. Scanmikroskop nach einem der AnsprQche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Scanmikroskop ein konfokales Scanmikroskop ist. 
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Zusammenfassunq 


Ein Scanmikroskop mit einem in einem Detektionsstrahlengang angeordneten 
Detektor zum Empfangen von von einer Probe ausgehendem Detektionslicht 
weist zwischen der Probe und dem Detektor ein optisches Verschlussmittel 
auf, mit dem der Detektionsstrahlengang blockierbar ist. Es ist ein 
Steuerungsmittel zur Steuerung des Verschlussmittels vorgesehen. Der 
Detektionslichtstrahlengang ist automatisch auBerhalb des Scanvorganges 
und bei zu hoher Detektionslichtletstung blockierbar. 


Fig. 1 





Fig. 3 


